i 



JEuropaisches Patentamt 
European Patent Office 



llillllilillllllllllllllllll 



Office europeen des brevets 



^'j^i Veroffentlichungsnummer: 



0 480 289 A1 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



■•^) Anmeldenummer: 91116745.0 
■■££) Anmeldetag: 01.10.91 



Int. Cl/v C12Q 1/68 







Prioritat: 09.10.90 DE 4032024 


<y Anmelder BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 


05.12.90 DE 4038804 


Sandhofer Strasse 116 




W-6800 Mannheim 31 (DE) 


■■^} Ver cffentiichungstag der Anmeldung: 




15.04.92 Patentblatt 92/16 


'5) Erfind€r: Ludwig, Wolfgang, Dr. rer. nat. 




Alpenbiickstrasse 8 


'^j Benannte Vertragsstaaten; 


W-8179 Sachsenkamm(DE) 


AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT U LU NL SE 


Erfinder: Schleifer, Karl-Heinz, Prof. Dr. 




Schwalbenstrasse 3a 




W-8044 Unterschleissheim(DE) 




Erfinder: Kessler, Christoph, Dr.rer.nat. 




Schlossbergweg 11 




W-8021 Dorfen(DE) 




Erfinder: Ruger, Rudiger, Dr. med. 




Tutzinger Strasse 2 




VV-8124 Seeshaupt(DE) 




Erfinder: Stern, Anne, Dr. rer. nat. 




Karwendelstrasse 10 




W-8122 Penberg(DE) 



00 

o 
00 



f;;^' Verfahren zur genus- oder/und spezies-spezlfischen Detektion von Bakterien in einer 
Probenflussigkeit. 

Zur genus- Oder und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien in einer Probenflussigkeit hybridisiert 
nnan bakterielle RNA nait einenn Prinner. der zu einer genus- bzw. spezies-spezifischen Region von RNA 
bestimnnter Bakterien oder einer hochkonservierten Region der RNA von Bakterien allgemein komplennentar ist. 
an seinenn 3'-Ende jedoch nicht konnplementar ist zur RNA von Bakterien anderer Gattung bzw. Spezies. 
elongiert den Primer in Anwesenheit einer geejgneten Polymerase und den vier Desoxyribonukleotiden, gegebe- 
nenfalls mit gleichzeftiger oder anschlie/3ender Markierung des Elongationsproduktes. hybridisiert ein gebiidetes 
Elongationsprodukt nach Denaturierung mit einem genus- bzw. spezies-spezifischen Oligonukleotid und weist die 
Hybridisierung uber die Markierung des Oligonukleotids nach. 
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Die Erfintjung betnfft e\n Verfahren zur genus- Oder und spezies-spezifischen DeteMion von Baktenen in 
einer Probenflussigkr-it. 

Fur den Nachweis testinnrnter Nukleinsauren wurden nach Entwicklung der Hybridisierungstechmken 
viele Methoden erarteitet. mit deren Hilfe man das Vorhandensem oder Fehlen bestimnoter Nukleinsaureab- 

5 schnitte bestinnmen nonnte. Hierzu i^eh jrt urter anderein auch die Diagnostik von nnensc hlichen Erbkrank- 
^^e-ten sowie anderer Defekten auf Genom-Ebene. die r«cht unbedmgt zu emer sich tatsachtich auswirken- 
den Krankheit fuhren nnLssen. Jedoch war die Spezifitat des Nukleinsauren-Nachwetses nach den anfangs 
entwickelten Methi^don ntcht sehr hoch Ljnd es ergaben sich insbesondere beinn Nachweis von Mutationen 
auf Nukiemsauren. die nur wenige Basen betreffen. Schwiengkeiten hinsichtlich der Nachweisgenauigkett. 

'0 Insbesondere fur die Unterscheidung von Nukleinsaure-Varianten in lediglich emer oder zwei Basen waren 
die bokannten Hybrioisierungsnnethoden zu unspezifisch. Dies lag zum einen daran. da/3 bei der Hybridisie- 
rung aufgrund der Verwendung refativ kurzer Oligonukieotide keine sehr strtngenten Bedmgungen ange- 
wandt werden k'Drnten. weshalb meist das Fehien :rer Hybr disierung emer Base {e-nes sogenannten 
"Misnnatches") mcht bemerkt werden konnte Zunn anderen :ag es an den oft relat.v genngen verfugbaren 

7s Meni^en an geremigter nanhzuwe sender ozw zu unterscheiaender Nukleinsaure. 

Im Rahrrien der F.^rtentwickh^^ng der Nuk emsaure-Nac hweismethC'der wurde unter anderern die PCR- 
Reaktnjn en-wirkelt, mit Hilfe oerer eire na'"hzuweise ride Nukleinsaure amplifiziert /verden kann. Jedoch 
entstefien oet der PCR-Reaktion :ft auch Nebenptijdu^to, die den nachfr Igenden Nachweis durch Hybridis- 
terurg slcren. Es yvurde oahej cereits .n der EP 0 332 435 em Verfahren vorgeschlagen, bei dern zur 

.V) Unterscheidung von Nukieinsauren welc^e si-:*"' mmde>"tens durch em Nukleotid un'erscheiden, e n diagro- 
stische-r Prinner eing.:-fetzt wird oer rnit Hilfe C'iner P'ji ymerase unij (jci^ Nukleosi'.1tripf>jspf^aten e'ongiert 
wird eme Eiongaticr hiorbei jcdo-ih nur oanr^ stattfindet. wenn das 3'-endstandige Nukieottd des Primers 
kornpiemr-ntar zunn rtsprecheriden Nukleotid der nachzuweisender^ Nukleinsaure ist. Die Bestimmung des 
VorhandensC'ins eif^c rr :glicho-n PufklmutatiCinsvariante wird hierbn-i uber die An- o6et Abwesenheit emes 
Elon.;^a(Minsp'rc)dLjkts gefjint. Die-5 wird in dioser Anme.dung am B*:-ispiei bestimmter ErbKrankheiten beirri 
Menschen gezeigt 

^Jun bestehen jG-r.och aucr^ tjei dieser Verfahfensfuhrur-sg Schwien.^keiten dabmgehend da/3 manche 
Poiymerasen erne scgenannte "proof reacing-Aktivitat" oesitzen die das Mismatch bei d^:r Prtm.erelong^i- 
tion korrigi«-jron Ljnd damit einen spezifisc hen Nachweis unmogiich nnachefi. Es bestand daher nach /vie vijr 
^0 die Notwendigkeit, em Verfahren zu entwckem nnit dem Unterschiede von nur emer Base auf Nukiemsau- 
ren zuverlassig nachgewiesen //erden kcnnen Insoescndere fur den Nachweis der An- oder Abwesenheit 
Ijestii-nrntF-t Baktoriengattunger sowie deren Ur:terscheidung in emer Probenflussigkeit bestand ein Bedarf 
an e-nenn hc=chspezifischen Nacnweisverfahren fur Nuk einsaure-Vat lanten. Die Aufgabe der Erfmdung war 
ls daher. en seiches licchspez. filches Vorfahui-n zur Verfjgur^g zu ^tellen 

t;:it .;jenstand der Erfmaung 'Et '.laher em Verfahren zur genus- oder und spezies-speztfischen Detekticm 
vcn Baktenen m emer Pr:)benflussM"^keit bei dem man bakteriolle RNA rr»it einem Prlme^ der zu emer 
genu-:- bzw. spezie-s-spezifischen Regic;n von RNA bestimmter Baktenen komplennentar ist. an seinem 3*- 
Ende /^doch mcht kcmvjiementar ist zur RTJA von Bakterien anderer Gattung bzw. Spezies. hybr-disiert. 
Elon-.jation des PnrTicrs m Anwesenheit emei geeignetcn Pc-iymerase und den vier Deso^vribonukleotiden. 
w gegc b'.menfails mit gieichzoitiger Doer anschiie/^ender Markierung des Elon-^ationsfi-roGuktes oewirkt wobei 
ein bei KomplerTTentantat von P^ mer ufid Template RNA gebtldetes Elongationsprodukt zusatzlich nach 
Denaturierung rnit eifxrii genus- ozw spc-ziesspezifischen Oligonukleotid hybridisiert und die Hybridisierung 
Jber (.iie Markierung des OhgonuKieotids riachgewiesen wird. 

Im Rahman der Erfmdung Kann oer Primer auch zu einer bei der RNA von Bakterien allgemem 
hochkC'nservierten Region komp=ementar sein. soiange sicn am 3'-Ende des Primers ein Mismatch bei cer 
Basenpaarung mit der RNA der anderen Gattung bzw, Spezies ergibt. 

Der Begriff *'bakteriK;!le RNA" jmfar:!t im Rahmen -der Erfmdung audi em Amplifikationsprodukt aer 
direkt von dem Bakterium gebiideten RNA Die Ampiif kation der bakterielien RNA kann mit Hilfe bekannter 
Methoden A/ie z.B, Polymerase chain reaction (USP 4 683 195). Nucieic acid sequence based amplificatic-n 
50 (EP-A 0 329 822) Oder fast enzyme linked intense cham replication effect (deutsche Patentarmeldurg P 39 
29 030 1 ) erf.:.tgen 

Das erf-ndungsgema.3e Verfahren erniogiicht es. durch zwei Selektionsschritte, die Gefahr von falschen 
Aussagen aufgrund von nur emer unterscheidenden ReaKtnjn deutlich zu verringern und somit ein hochspe- 
zifisches Nacnweisverfahren ber^ itzusteHen. rriit dem zwischen sich auch nur m wemgen Basen unterschei- 
55 (jenden bakterielien RNAs unterschieden werden kann, wcdurch wiederurn eine Aussage uber das Vorhan- 
denseiri emer bestimmten Bakter lengattung oder -spezies ermdgucht wird. Gerade die 16S-rRNA. aber 
auch die 23S-rRNA von Baktenen-Spezies unterscheiden sich namlich oft nur .n wenigen Nukleotiden. 
Solche Unterschiede stellen oft die emzige Moglichkeit dar. zwischen "schadlichen" und "harmlosen" 
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Bakterien zu unterscheiden. Prinzipieil kann erfindungsgema/3 auch eine Unterscheidung von einzelnen 
Bakterienfamilien erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfornn der Erfindung wird hierbei in praktisch einem Schritt 
nach Untersuchung auf Anwesenheit von Vertretern einer Gattung von Bakterien gleich die Bestimmung der 

5 tatsachlichen Spezies errnoglicht. Hierzn verwendet man einen Primer, der zur RNA einer bestirmmten 
Gattung von Bakterien komplementar ist, der jedoch an seinem 3'-Ende sich in rnindestens einer, 
vorzugsweise zwei oder drei Basen von der RNA von Bakterien anderer Gattungen unterscheidet. Bei 
Anwesenheit von Bakterien der gesuchten Gattung in der Probonflussigkoit entsteht em Elongationsprodukt 
nach Primerelongation und dieses Elongationsprodukt wird dann mit einonn Oligonukleotid hybridisiert, das 

w einem anderen Bereich der Bakterien-RNA entspricht, wobei hier die Hybridisierungsvoraussetzungen nur 
fur eine bestinnmte Spezies dieser Bakterien-Gattung gegeben sind. 

Inn erfindungsgema/3en Verfahren ist es moglich, bei der Hybridisierung dei RNA nnit dem Primer sehr 
lange Primer zu verwenden. was es wiederum err-nogliiiht. sehr stringente Bedinigungen bet dieser 
Hybridisierung anzuwenden. Hierdurch wird bereits der Prirrierelongationsschritt ein sehr spezifisches 

J5 Resultat liefern. was durch den zusatzlichen Hybridisiei Lin(;jsschritt ncnih deuthch verbessert wird. Es ist 
orfindungsgerna/3 weiter moglich jewoiis Kontroltversuche mitlaufen z-j lassen bei denen Primer bzw. 
Oligonukleotide eingesetzt werden, dio zu Bereichen auf der RNA kumplementai bzw. identisch smd. 
welche fur ome Vieizahl von Baktoriengattungen und -spezies i]teich sind Es e<ii:tioron hier fui Koritrcdver- 
suc^e sogar Primer bz/v. OligonuHeoiide, die fur alio Eubakterion spezifi^ch sind Duicli i^oli:he KontroMver- 

po suche kann (.ias Vorhandensein und die ZugangticfTkeit der Tatget-RNA gezeigt werden und somit "faisch- 
negative" Resultate verhindert werden. Weiter konnen Biindversucnc ohne Target-RNA durchgefuhrt 
werden Hierdurch w»rd vermieden. da/3 Artefakte bot sowoni der Pr-merefc-ngation als auch bei der 
Hybridisierung mil cier- tatsac hlicheri spezifischon Reaktion vetwc-chic-lt wetdr^n. Gk'ichzeitig kann die 
Menge an Bakterien bestimmter Gattungen l:)zw. Spezies mn Veigieicti zur Gesamtbaktr?rienmenge abge- 

?5 schitzt /veroen 

Als RNA von bakterieHem Ursfjrung kann erfmdur^gsgem^.C jegiicho RNA eingesetzt werden, fur die 
Unterscfuede l:>ei verschiedenen Gattungen dzw. Spezi^-jS gezeigt werden kjnnen. Vorzui^sweise wird iRNA. 
r^RNA Oder t-RNA bonutzt. indemi hierzu komplementaie Primir ijncf Ol.gunuklei:tide fur 'das erfindungsge- 
ma^e Verfahren ausgewahit werden. Bakterieile RNA wird fur das ertindungsgema/3e Verfahren nath an 

30 sict^ benannten Meihoden praparieit 

Der tatsac hhche Nachwrns dor Hvbridisierun(-^ 6rs geljiMeten Eiongaticnsorodukts erfolgt Cber -die 
Maikierung des Qiigonukleotids. wobei hier ;eglicfie Markierungsarteri fur Nuklemsjuren anwendbar smd 
Auch das Elongationsprodukt kann erfindungsgemri/3 b»:reits boi der Erzeugung. jedoch auch anscrTlie/liend 
cdcr jber den Prmer markiert werden. um au':h hier die BecbachTimg der Reaktion zu ermcghchen 

35 Vorzugsweise erfolgt die Markierung des Elongalnjnsprodukts inderii em bereits markierter Primer einge- 

"retZt wird 

Erfmdungsgema.^ ist es besonders bevorzugt. da/3 '::ie Marherung des Primers ur-id des Ohgonukleot'ds 
.jnt*^rscniediii:h sind und daher beide Verfahrensschritte separa^ kc-ntroHieit und uberwacht werden k'5nnen. 
Die Elongationsprodukte /verden zur Hybridisierung auf an sich bi^-kar^nte W«jise [jrapar ie rt, vorzugswei- 
40 -:.e mdem eme Abtrennung vcm nic ht-elc>ngic-rtem Pnirier und nic:ht-u!T^gosetzten Nukloms.aurebausteinen 
^{■rfolgt. Es ist hierbet jegliche- Methode geeignet d<e zu e\ne\' Grc/3er"iaufspaltung vc^n Nuklemsaurestucken 
fijhit. Vorzugsweise wud dies mit Hilfe von Geleiektr'opnorese cder aufstcigender Dunnschichtc hrorriatogra- 
phie t-ewirkt Auch Auftrennung uber HPLC erscheint geeignet. 

Die Hybridisierung mit dcim Oiigc.nuk'eotid erfolgt 'lann ebenfalis in an sich bekannter Weise. wic- z.B 
45 nach Southern Transfer oer DNA auf em Nitroceliulosepapier oder andore bekannte Methoden. Aufgrund 
sowohl der Lc'kaiisation des Signals nach Hybridisierung mit dem O'lgcmukieotld. als auch durch -jie 
Signalstarke konnen dann die notigen Ruckschlusse gezogen werden 

Es ist jedoch im Rahmen der Erfmdung auch moglich und ebenfalis bevorzugt, cine Doppelmarkierung 
von Elongationsprodukt und Oiigonuk'eC'tid in einer sc'lchen WeiS':- curchzul jhrerv da/3 ein gc'bildetes 
50 ElcngationsfjriDdukt ube^r seine Markierung an eine foste Phase gebundc-n wird und dann der Nachweis uber 
ein Oligonukleotid in markierter Form gefuhrt wir-l das zum mchtver lan';jerten Primer nicht komplementar 
ist und dadurch auch kein falsches Signal gc'ben kann Fur solche Marmerungon sind z.B. Biridungspaare 
wie Biotin Streptavidm oder Hapten Anti-Hapten-Amtkorper. wie Digo- igenm Anti-Digo^igenin-Antikorper. 
geeigr^et, bet denen ein Bindungspartner an die feste Phase gokoppeit wird (z.B. Streptavidin) und der 
55 zweite Partner an den Primer oder einen der Nukloinsa-jrebaustetne gebunden wird. 

Um eben die Spezifitat des erfindungsgema/3en Verfahrens zu erhrhen. fmdet die Hybridisierung rr^it 
i:fem Oligonukleotid an eine Sequenz statt, die von dr-r Pnrnt'r-SequG'nz verschied^m ist. Diese- Setqucmz 
kann tn emer Entternung von der Primersequenz liegen. wie Oblicherweise Primerelongattonsverfahren 
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eotsp'rechende Nukleinsaurekettenlangen iiefem Vorzugsweise find^t die Hvbndisierung mit einer Sequenz 
statt. die 20 bis 400 Basen n 5'-Richtung benachbart zur ztm Primer komplementaren Sequenz auf der 
RNA liegt. 

Im Rahmen des erfindurigsgema/^en Verfahrens wird vorzugswcse em Pnmer eingesetzt. der 15 bis 50 
5 Nukleotide lang ist wobei jedoch die Lange des Primers pnmar vcn den Hy bridisierongsbedingungen und 
damit der Stringenz aes Verfahrens abhani^t. was wiederunn von dor Temperatursensitivitat der verwende- 
ten Polymerase namiich vorzugsweise AMV- oder MMuLV-Revorse Transknptase. abhangig ist. Die 
Hvbridisierungstemperatur darf nicht hoher sein als die TenHperaturtoieranz der Polymerase zula/3t. sollte 
ledC'Ch hoch genug sein. um eme hohe Stnngenz zu ermoglichen. Je larger der Primer ist. um so honer ist 
^0 dio Schmelztemp^eratLir des Hybridprocuktes aus Primer jnd nachzuweisender RNA-Sequenz. 

Das zur Hybndisierung mit dem ElongationsproduKt verwendete Ohgonukleotid ist im Rahmen der 
Erfincung bevorzugt i2 bis 20 Nukleotide lang. wodurch auf der emen Seite eine hohe Spezifitat erreicnt 
wird. auf 'jer anderen Se»te jedoch die Anfcrde-r jngen an die OligonuKieotids/nthese --elativ ^ering gehalten 
worden. 

^'5 Das erfindungsgema/3e Vorfahren errn:jgli:ht es in hoch.spezifjscner Weise m emer P-obonflussigkeit 

di.-? Anwosenheit bestimmtor Baktenen nachzuweisen. Es wird hiert:'ei irisbesondere ermcglicht. bei Anwe- 
SL-fifie-it tinor bestinnmter^ Bakienengattung gleich auch die tatsach)i:he Subspezies zu bestimmen. Gleich- 
zr-itig ^Air.rf den hohen Spozif'tatsanforderungen der kdnischen Diagn-istiK geriigt. 
D-e folgenden Be-soielc? solien die Erfinijung wener eriautern. 

Boispel 1 

D fferenzierung yon Lactccoccus lactis sutsperius actis und L. "actif subspec cremoris 

Zeilen der jeweitigen Baktenensubspozies 0 bis 3 gi ;vurder m 3 ml 1 x SSC (150 mmc:! I NaCl, 15 
tnm.Dl I Trinatriumcitrat. pH 7.0 bei 0^3) suspendIer^ Nach Zellaufs-: hki/; mit Glasper'en (50 g: o 0.17 mm) 
im Zei-llhomogenisator fur 4 k 30 Sekurden wurde eme Phenc le> traction durcngefuf^rt. bei aer 3 x mtt je 3 
ml 1 ;< SSC un'i 6 ml Phono. (1 :< SSC gesattigO ausgeschutteit wufde Darauf folgte eine viermalige 
E'trakticn mit dem doppelten Volumen an Du:-thvlether. Schiie/^hch wur:le eme Fatiung der Nukletnsaurem 
30 ijurch Zugabe von 0,1 Vol 5 moll Kaiumacetat, 2.5 Vol. abs. Ethan.jl oei -20 = C durchgefuhrt und nach 
Zrntrifugation (20 Minuten lO OOO gi der Nioderschiag :m Vakuum getrocknet. Vorhandene DNA wurde 
durch Suspendioren m 10 ml 3 mcll Natr-jmacetat. pH 6.0 bei O'C im Ultra-Turra< (10 Sekunden) 
'esuspendiert und nach Zonuifugation und Wiederho'ung dieser Prozedur uber 3 bis 4 >: als Pellet 
vc-fne f^mltch die 'RNA erhaiten. 

2 ug der so nergesteilton rRNA und 10 pmol Pnmer der fclgcndon Sequenz (SEQ ID NO 1.) 
5" CGGTTAAGAACGCTCTCCTACCATTT 3' 

wurdr-n in 5 ml Puffer (0 1 mol I KCI: 0.05 mo I Tns-HC . pH 8 3) 4 Minuten bei 90 ' C denaturiert und das 
Gomisch danach 10 Minuten bei 70' C inkub'ert. Hiervon wurde 1 llI rmt 4 al Puffer (0.05 mo I Tns HCI. pH 
8.3; 0.12 moll NaCt. 0 07 moll MgCI:; jo 0,06 mmol I dGTP dCTP. dTTP: 0.06 rTimol I [ P] (.-dATP 
■^0 (urtge^'anr i aCi; 5 Einheiten AMV oder MMuLV-Reverse Transknptase (Boehringer Mannheim)) 20 Mmuten 
boi 45 = C inkubiert. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte (2 llD erfolgte mittels aufsteigender Dunn- 
sc hichtchromatographie (DEAE-Celluhjse, Polygram cell 300 Schleicher und Schijll) bei 80 C uber 45 
Miniiten rnit dem Laufmittel 0.4 mol i Ammcmumforr-niat in 9 mol I Harnstoff Nach Autoradiographie kcnnten 
diH i^ebildeten Elongaiionsprodukto gezeigt werden 

Ais KontroHe des Nachweissystems wurde in analoger Weise eme Kontrollreaktion als Positivstandard 
mit Hilfe eines synthetisohen Oligonukleotids das komplementar zu rRNA-Molekulen von oraktisch alien 
Baktenen ist. mit der Sequenz (SEQ ID NO 
5' AGAACGCTCCCCTACC 3' 

<durr hgefuhrt. Die Bedingungen waren wie bereits fur den spezifischen Primer ausgefuhrt. 
^0 Eme Probe der Elongationsprodukte. /velche rriit Hilfe des spezifischen Pnmers erhalten wurden. wurde m 
200 al 0.4 N NaOH denaturiert (20 Minuter. 25^0) und dann an eme Membran (Zetaprobe. Bioraa) 
gobiinden (dot blot. Mmifold Schleicher und Schull). Die Detektorsonce mit der Sequenz {SEQ ID NO 3) 
5' TGCGTAATAGCTCACT 3'. 

doren komplementare Sequenz auf der RNA ca. 65 Basen 5. der zum spezifischen Primer komplementaren 
Sequenz liegt (5 pmoh wurde in 20 ul Puffe^ (0.027 r-nol I Tns HCI. pH 8: 0.011 moll DTT: 0.9 rTimoM 
Sfjermin; 0.011 mol I MgCb ; 0 25 mmol I [>--P] ATP. ca. 30 uCi) markiert durch 30-minutige Inkubation bei 
37 'C Durch Anwendung des Systems Gene Clean oder Mer Maid (Bio 101 Inc.. La Jolla. USA) wurden 
nit-ht jmgesetzte Nukleotide abgetrennt und die markierte Detektorsonde gereimgt. Die wie oben vorberei- 
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tete Membran. an die das Elongationsprodukt gebunden ist, wurde in 0,5 x SSC, 0.5 °o SDS eine Stunde 
boi 50 °C gewaschen und dann in 6 > SSC, 5 x Denhardt. 0,5 °b Sarkosyl. 0,1 % SDS 2 Stunden ebenfalls 
bei 50 ' C vorinkubiert. Die Hybndisierung erfolgte mit 3 pmol der Detektorsonde in 6 < SSC, 5 x Denhardt, 
0.5 % Sarcosyl, 0,1 % SDS uber 4 Stunden bei 38° C, worauf nnit 2 x SSC, 0,1 % SDS (2x5 Minuten 
5 25 'C, 1 X 5 Minuten 37 °C) gewaschen wurde. Nach Autoradiographie wurde erne densitonnetrische 
Analyse des Autoradiogramms durcht^ofuhrt, deren Ergebnis zeigt, da/3 nach Aufbnngen der Elongations- 
produkte im Dot blot vergleichbare Signale bei den gebildeten Elongationsprodukten und der Kontrollreak- 
tion erhalten wurden, bei Verwendung der Detektorsonde jedoch nur bei Anwesenheit von L. lactis subspec. 
lactis. 

10 

Beispiel 2 

Differenzierung von Lactococcus lactis und Streptococcus oralis, Nachweis von cDNA nnit L. lactis- 
spezifischer Detektorsonde 

Als Prinner wurde das 17 Basen lange OligonukleothJ nnit der Sequenz {SEQ ID NO 4) 
5' TTCGCTCGCCGCTACTT 3' 

eingesetzt. das zu RNA von L. lactis komplementar ist. sich von Streptococcus oralis-RNA jedoch in der 
letzten Base an seineni 3'-Ende unterscheidet. Die RNA-Praparation sowie die Hybndisierung und Primere- 
20 longatton erfolgten wie in Beispiel 1. Als spezifisches. nur an L. lactis-RNA hybridisierendes Qiigonukleotid 
wurde die Sequenz (SEQ ID NO 5) 
5' CTAGCAGTTATTCATGAGTG 3' 

omgesefzt. die erheb'iche Unterschiede zur RNA-Sequenz von S. oralis aufweist. Die Hybridisieiung des auf 
Membran ubertragenen Elongationsprodukts erfolgte ebenfalls wie in Beispiel 1 beschrieben. jedoch bei 
25 einer Temperatur von 48 'C. Der Nachweis erfolgte wie in Beispiel 1 durcn Autoradiographie und densitc- 
rnetrische Auswertung 

Beispiel 3 

30 Differenzierung von Lactococcus-Gattungen von anderen Enterokokken Oder grampositiven Bakterien und 
Subspezies-spezifische Unterscheidung von Lactococcus lactis Subspezies lactis und Lactococcus lactis 
Subspeztes cremoris 

Als Prinner wurde die Sequenz (SEQ ID NO 6) 

T5 5* CTCACTTCTTAACGCTCCAG 3' 

verwendet, Diese Sequenz tst gattungsspiezifisch fijr Lactokokken und ermoglicht die Unterscheidung dieser 
Gattung von Enterokokken und anderen grampositiven Bakterien. Die RNA-Praparation sowie die Hybndisie- 
rung und Prinner-Elongation erfolgte wie in Beispiel 1. Als spezifisch fur die Subspezies Lactococcus lactis 
Subsoezies lactis spezifisches Oligonukleotid wurde die Sequenz (SEQ ID NO 7) 

40 5* AGCGTTGGATTCAATTTAAT 3' 

verwendet, Die Hybndisierung des auf Membran ubertragenen Elongationsproduktes erfolgte wiederum bei 
38 "'C und auch im ijbrigen w-e in Beispiel 1 beschneben. Nach Autoradiographie und densitometnscher 
Auswertung ergab sich hier eindeutig eine Hybridisierung nur bei Anwesenheit von Lactococcus lactis 
Subspezies lactis. nicht jedoch bei Anwesenheit von lediglich Elongationsprodukten von Lactococcus lactis 

■^5 Subspezies cremoris. 
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SEP ID NO 1 



Sequenzlange : 26 Basen 

Art der Sequenz: Nukleot idsequenz (DNA) 

Strangf orm: Einz el Strang 

Topologie: Linear 



5 • -CGGTTAAGAA CGCTCTCCTA CCATTT-3 ' 
SEP ID NO 2 



Sequenzlange : 
Art der Sequenz: 
Strangf orm: 
Topologie: 

5 ' -AGAACGCTCC CCTACC-3 * 



16 Basen 

Nukleot idsequenz -DN^' 

Einzelstrang 

Linear 



SEP ID NO 3 



Sequenzlange: 16 Basen 

Art der Sequenz: Nukleotidsequenz (DNA) 

Strangf orm: Einzelstrang 

Topologie: Linear 



5 ' -TGCGTAATAG CTCACT-3 • 



tiNb(."J<_ II.) vhP (^4^0280 A 1 I 
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SEQ ID NO 4 



10 



Sequenz lange : 
Art der Sequenz: 
Strangf orm: 
Topologie : 

5 ' -TTCGCTCGCC GCTACTT-3 * 



17 Basen 

Nukleotidsequenz (DNA) 

Einzelstrang 

Linear 
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SEQ ID NO 5 

Sequenzlange: 
Art der Sequenz 
Strangf orm: 
Topologie: 



20 Basen 

Nukleotidsequenz (DNA) 

Einzelstrang 

Linear 



•CTAGCAGTTA TTCATGAGTG-3 



SEQ ID NO 6 



Sequenzlange : 
Art der Sequenz: 
Strangf orm: 
Topologie : 



20 Basen 

Nukleotidsequenz (DNA) 

Einzelstrang 

Linear 



5 ' -CTCACTTCTT AACGCTCCAG-3 
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SEQ ID NO 7 

Sequenzlange : 
Art der Sequenz 
Strangf orm: 
Topologie : 



2 0 Basen 

Nukleotidsequenz (DNA) 

Einzelstrang 

Linear 



5 • -AGCGTTGGAT TCAATTTAAT-3 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur genus- Oder und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien in einer Probenfiussigkeit, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man bakterielle RNA mit einem Primor. der zu einer genus- bzw. spezies-spezifischen Region von 
RNA bestimnnter Bakterien oder einor hochkonservierten Region dor RNA von Baktonen allgemein 



BNSDOCID- P ... ■■^802eQAl 1 > 



II 



EP 0 480 289 A1 

komplementar ist. an semem :3'-Ende jedoch mcht komp;lennentar ist zur RNA von Baktenen anderer 
Gattuog bzw. Spezies. h /bndisiert. Elongation des Primers \n Anwesenheit emer geeigneten Polynnera- 
se und den vier Deso> ynbonukleotiden, gegebenenfalls mit gleichzeitiger oder anschlie/3ender Markie- 
rung des Eiongationsproduktes bewirkt und em gebndetes Elongationsprodukt nach Denatunerung mtt 
5 emem genus- bzw spezies-spezifiscnen Oligonukleotid hybridisiert und die Hybridisierung Jber die 

Markierung des Oligonukleotids nachwetst, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

'0 da/3 man einen Primer verwendet. der zur RNA emer bestimmten Gattung von Baktenen komplementar 

ist und die Elongationsprodukte rmt emem Oligonukleotid hybndisiert. das nur mit RNA einer bestimm- 
ten Spezies mnerhalb dieser Gattung von Baktenen identisch ist 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. 
dadurch gekennzeichnet 

ija/3 man Primer Lind Oligonukleotide verwendet. die zu emer genus- bzw. spezies-spezifischen Region 
von rRNA. mRNA oder t-RNA komplementar bzw. deotisch smd 

4. Verfahren nai:h emem der AnspirCiche 1 bis 3. 
20 dadurch gekennzeichnet, 

da/3 man unterschiedliche Markierungen fur Primer und Oligonukleotid verwendet. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

J5 da/3 man als Polymerase AMV- oder MMuLV-Reverse Transknptase verwendet. 

6. Verfahren nach emem der vorhergehn-nden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

(ja/3 man die gebildeten Elongationsprodukte vor der Hybridisierung mit dem Oligonukleotid mit Hilfe 
JO von Gelelektrophorese oder aufsteigender Dunnschichtchromatographie gro/3enabhangig auftrennt. 

7. Verfahren nach emem der Ansp'ruche 1 bis 5. 
dadurch gekennzeichnet, 

(ja/3 man als Markierung fur das Elongationsprodukt den emen Partner ernes spezifischen Bindepaares 
JD ve^wenaet. dessen anderer Partner an eme feste Phase gebundon ist und die Hybridisierung mit dem 

Oligonukleotid an dieser festen Phase erfolgt. 

8. Verfahren nach emem der vorhcTgehc-nde-n Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

■io da/3 die Hybridisierung mnt dem Oligonukleotid an emer Sequenz stattfindet. die 20 bis 400 Basen in 5'- 

Richtung benachbatt zur zum Primer komplementaren Sequenz liegt. 

9. Verfahren nach emem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 das Oligonukleotid 12 bis 20 Nukieot de lang ist. 

10. Verfahren nach emem der vorhergehenden Anspruche. 
dadurch gekennzeichnet, 

da/3 der Primer 15 bis 50 Nukleotide lang ist. 
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